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論 文 内 容 要 旨
イ ンフルエ ンザ ウイル ス感染 は最 も一般的な気道感染症 の一 つで,罹 患率 が高 く小児 や高齢者
で は重 症 化 しや す い こ とに加 え,近 年抗 ウイル ス薬 耐 性 株 の 出現 や 新 型 鳥 イ ン フル エ ンザ
H5N1の 出現 に伴 い,よ り予 防効果 の高 い ワクチ ン開発 が急務 とされて い る。 今 回我 々は効果
的 なイ ンフルエ ンザ ワクチ ンの開発を 目標 とし,そ の初段 階 と してマ ウスモデルを用 いた実験 に
よ り,イ ンフルエ ンザ ウイルス感染時 およびワ クチ ン接種 時 の獲得免疫 の誘導 に 自然 免疫受容体
が どの様 に関与 してい るか につ いて調 べた。
イ ンフル エ ンザ ウイル ス の 自然 免疫 機 構 によ る認 識 は これ まで にinvitroの 実 験 か ら主 に
pDC(plasmacytoiddendriticcell;形 質 細胞様樹 状細胞)の エ ン ドソームに存在 するTLR7及 び
その アダプター因子MyD88(Myeloiddifferentiationprimaryresponsegene88)を 介する経
路 と,myeloidDC(骨 髄 系の樹状 細胞)や 上皮細 胞など様 々な細 胞 の細胞質 内 に存在 す るRIG-1
(retinoicacid-induciblegeneI)及 び そ の ア ダ プ ター 因 子IPS-1(interferonβ 一promoter
stimulator1)を 介す る経路の2種 類 の 自然免疫経路 によ って認識 され ることが知 られていた。
本研 究 では まず 自然免疫応 答の シグナル を欠損 したMyD88ノ ックアウ ト,IPS-1ノ ックアウ
ト及 びMyD881PS-1ダ ブル ノ ックアウ トマウスを作成 し,イ ンフルエ ンザA型 ウイル ス気道感
染 時の 自然 免疫応答 を調べた。 マウスに経鼻感染24時 間後肺 のmRNA(メ ッセ ンジャーRNA)
の発現 を検 討 した ところ,1型IFN(interferon;イ ンター フ ェロ ン)の 発 現 はMyD881PS-1
ダ ブルノ ックア ウ トマ ウスの みで完全 に消 失 して いた。 また6日 後 の肺 のウイル ス量 もMyD88
1PS-1ダ ブル ノ ックアウ トマ ウスのみで有意 に増加 して いた。 以上 のよ うにダブル ノ ックア ウ ト
マ ウスで しか表現 型が現れ ない ことか らイ ンフルエ ンザウイル ス気道感 染時の 自然免疫応 答 は,
TLR7/MyD88を 介す る経 路 とRIG-1/IPS-1を 介 す る経路 によ って相補 的 に制御 され てい るこ
とが分 か った。
さ らに同様 の マ ウスを用 いて獲得 免疫の誘導 を検討 す るた め,初 回感染 後2週 間 して再度 ウイ
ルスを感染(ブ ー ス ト)し,さ らに1週 間後 に血清及 び脾臓 を採取 しイ ンフルエ ンザ ウイルス特
異 的 な血 清抗体 価(=B細 胞 の活性)お よびCD4・CD8T細 胞 の活性 について調べ た。 イ ンフ
ル ェ ンザ ウイ ル ス特 異 的 なB細 胞 及 びCD4T細 胞 の 活性 化 はMyD88ノ ックア ウ トマ ウス
(TLR7ノ ックアウ トマ ウスで も同様)で 有意 に低下 して いた。一 方CD8T細 胞 の活性 化 はいず
れの マ ウスで も野性 型 と同等 に誘導 され た。 これ らの結果 か らB細 胞及 びCD4T細 胞 による獲
得免 疫 の誘導 はTLR7/MyD88を 介す る経路 によ って優位 に制御 されて い るこ とが分 か った。
ウイル ス感染 時 と同様 に,イ ンフル エ ンザ全粒子不 活化 ワクチ ンを同様 のスケ ジュールで経鼻投
与 した際 も,TLR7及 びMyD88ノ ックア ウ トマ ウスで はB細 胞及 びCD4T細 胞 の活 性化が障
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害 され,そ れ を反 映 して ワクチ ン接種後のマ ウス致 死性 イ ンフルエ ンザ ウイル ス感染 に対す る感
染 防御 が障害 された。
以上 の結 果 か らイ ンフルエ ンザ ウイル ス感 染 に お け る 自然 免疫 応 答 はTLRを 介 す る経 路
(TLR7-MyD88)とRLRを 介す る経路(RIG-1-IPS-1)の 両者 によ って コ ン トロール されて い
るの に対 し,獲 得 免疫応 答 特 に抗体 産生 やCD4T細 胞の活性化 に はRLRは 関係な くTLRの
シグナル が必須 であ ることが分か った。本研究で は,イ ンフル エ ンザ ワクチ ンの最 も根本的 な 目
的 で あ る抗体 の誘導(=感 染防御 の誘導)に はTLRを 介 す るシグナルが重 要 であ る ことを示す
と共 に,今 後 のイ ンフルエ ンザ ワクチ ン開発 にお いてTLR7/MyD88を 介 す るシグ ナル経 路の
効率 的な活性 化が必 須で あることを示唆 して いる。
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審 査 結 果 の 要 旨
イ ンフルエ ンザ ウイル ス感染は最 も一般 的な気道感染症 の一 つで ある。小児 や高齢 者の重症化,
近年 の抗 ウィルス薬 耐性株 や新 型鳥 イ ンフルエ ンザH5N1の 出現 に対 し,よ り予 防効果 の高 い
ワクチ ン開発 が急務 であ る。 申請者 は効 果的ワ クチ ンの開発 を 目標 と し,マ ウスモデ ルを用 い,
イ ンフルエ ンザ ウイル ス感染時 や ワクチ ン接種時 に,自 然免 疫受容体 が獲得免疫 の誘導 にいか に
関与す るか を検討 した。
従 来,イ ンフルエ ンザ ウイル スの 自然免疫機 構 に は,主 に①pDC(plasmacytoiddendritic
cell;形 質 細胞 様樹 状 細胞)の エ ン ドソームに存 在す るTLR7及 びその ア ダプ ター因子MyD88
(Myeloiddifferentiationprimaryresponsegene88)を 介 す る経路 と,②myeloidDC(骨
髄 系 の樹 状細 胞)や 上皮 細胞 な どの細 胞質 内RIG-1(retinoicacid-induciblegeneI)と その
ア ダ プター 因子IPS-1(interferonβ 一promoterstimulator1)を 介 す る経路,の2種 類 の経 路
によ る認 識が知 られ る。
本研 究で は まず 自然 免疫応答 の シグナル欠損 と して,①MyD88ノ ックア ウ ト,②IPS-1ノ ッ
クア ウ ト,及 び③MyD88・IPS-1ダ ブル ノ ックア ウ トマ ウスを作成 し,イ ンフル エ ンザA型 ウ
イル ス気 道感染 時の 自然 免疫応答 を以下 のよ うに調 べた。
1)イ ンフル エ ンザ ウイル ス初感染時 の検討
① マ ウス経鼻 感染24時 間後肺 の各種mRNAの 発現 を検 討 し,1型IFN(interferon;イ ンター
フ ェロ ン)及 び炎症性 サイ トカイ ンの発現 はMyD88・IPS-1ダ ブル ノ ックア ウ トマ ウスのみで
完全 に消失。
②6日 後 の肺 ウ ィル ス量 もMyD88・IPS-1ダ ブル ノ ックア ウ トマウ スのみ で有意 に増加。
③ ダブル ノ ックアウ トマ ウスのみ表現 型が現れ るので,イ ンフル エ ンザ ウイルス気道感染 時 自然
免疫応 答 は,TLR7/MyD88を 介 す る経路 とRIG-1/IPS-1を 介 す る経路 が相補 的 に制御 され る
と理解 され る。
1[)イ ンフル エ ンザ ウイル ス再感染 時の検討
① 獲得 免疫誘導 機序 の検討 に,上 記各種 マウスで初 感染2週 間後再 度 ウイル ス感染(ブ ース ト)
し,さ らに1週 間後 に血 清及 び脾臓 よ り,イ ンフルエ ンザ ウイル ス特 異的血清抗 体価(=B細 胞
の活性)お よ びCD4・CD8T細 胞 の活性 について調 べ た。 イ ンフルエ ンザ ウイルス特異 的B細
胞,及 びCD4T細 胞 の活性 化 はMyD88ノ ックアウ トマ ウス(TLR7ノ ックア ウ トマ ウスで も
同様)で 有意 に減 少 して いた。
② 同実験 でCD8T細 胞 の活性化 はいず れのマウスで も野性型 と同等 に誘導 された。
③ 以 上 の結 果 はB細 胞 及 びCD4T細 胞 による獲得 免疫 の誘 導 はTLR7/MyD88を 介す る経 路
によ って優位 に制 御 されて いる ことを示す。
皿)イ ンフル エ ンザ全粒 子不活化 ワクチ ンによ る検討
①TLR7及 びMyD88ノ ックア ウ トマウスではB細 胞及 びCD4T細 胞 の活性化 が 障害 され,そ
れを反 映 して ワクチ ン接 種後 のマ ウス致死性 イ ンフルエ ンザ ウイルス感染 に対 す る感染 防御が障
害 された。
以上 の結果:
① イ ンフル エ ンザ ウイル ス感染 にお ける自然免疫 応答 はTLRを 介す る経路(TLR7-MyD88)
とRLRを 介 す る経路(RIG-1-IPS-1)の 両者 による。
② 獲得 免疫応 答,特 に抗体産生 やCD4T細 胞 の活性 化 にはRLRは 関係 な くTLRの シグナルが
必 須 であ る。
本研 究 は,今 後 の イ ンフルエ ンザ ワクチ ン開発 におい てTLR7/MyD88を 介す る シグナル経
路の効率 的な活性 化 とい う重要 な点 を明 らかに した。
よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学位論 文と して優れ てお り,合 格 と認 める。
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